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© Proc6de de numeration des hematies ou des thrombocytes et dispositrf de mise en oeuvre. 



© Procedd de numeration des hematies ou des thrombocytes, dans lequel Ton effectue sur un 
echantillon la numeration globale des thrombocytes et des hematies, ajoute audit echantillon un agent 
lysant les hematies, effectue la numeration des seuls thrombocytes et si desir6 en deduit par simple 
difference le nombre d'hematies et disposttifs de numeration pour la mise en oeuvre du procede. 
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La prssente demands concerns un procsds de numeration des hsmatiss ou des thrombocytes et son dis- 
positif ds mise en oeuvre. 

Les apparefls conventionnels de numeration des elements figures du sang sont habrtuellement satisfat- 
sants pour les echantillons de sang humain. On a ainsi une discrimination corrects en ce qui concerne les hs- 
5 maties et les thrombocytes. II serait toutefois souhaitable d'ameliorer encore cette discrimination en siiminant 
les possibilites d'interference dans la numeration de ces elements. 

Par ailleurs pour de nombreuses especes d'animaux, la numeration sanguine pose des problemes. En ef- 
fet, par exemple chez ie chat la differentiation volumetrique des hematies et des thrombocytes est mauvaise 
6tant donns qus Is volums des plus petites hsmatiss et des plus gros thrombocytes sont comparables; de ce 
10 fait, lorsque la dstsction de ces slsmsnts sst realisee selon une technique prenant en compte le volume dssdits 
elements telle que la numeration realisee a I'aids de compteurs automatiques utilisant le principe de mesure 
par Impedance ou la mesure optique au laser, la numeration donne des rssultats errones. Les appareils de 
I'etat de la technique precedent generalement d une numeration de la totalits des thrombocytes et des hsma- 
tiss, st introduisent un seuil de dstsction arbitrairs pour supprimsr du comptags Iss plus gros slsmsnts corres- 
15 pondant a la majeure partie, majs non la totalits, des hematies. 

II serait done de plus souhaitable do disposer d'un proceds et d'un appareillage permettant une bonne dis- 
crimination des hematies et des thrombocytes quelle que soit la provenance de I'echantillon. 

Cast pourquoi la presents dsmands a pour objet un proceds de numeration des hsmatiss ou des throm- 
bocytes, caractsriss en cs qus Ton sffsctus sur un schantillon la numsration globals dss thrombocytes et des 
20 hsmatiss, ajouts au d it echantillon un agent lysant les hsmatiss, sffsctus ia numsration dss ssuls thrombocytes 
et si desire en deduit par simple difference le nombre d'hematies. 

Par numsration globals des thrombocytss st dss hsmatiss, Ton entsnd qus Ton sffsctus uns numsration ds 
la totaiits ds ces slsmsnts sans discrimination ds Tun vis-d-vis de i'autre. 

Par agent lysant les hsmatiss Ton sntsnd tout agsnt capable de briser substantiellement Iss hsmaties sans 

25 fitre par contrs agressif pour les thrombocytes. De preference I'agent de lyse est un agent tensio-actif, notam- 
ment un smulsif iant telle qu'une saponine. On peut citer par exemple les agents de lyse commercialises sous 
les noms CYMET AUTOLYSE III DIFF, LYSERGLOBINE, LYSOGLOBINE et CYMET AUTOMATED. On retient 
notamment celui commercialiss par la Socists MELET-SCHLOESING sous Is nom d'ACTILYSE R . 

Comms on Pa vu ci-dessus la discrimination entre hsmaties et thrombocytes est habituellement satisfai- 

30 sante chez I'homme, e'est pourquoi le procsds ci-dessus dscrit sera de prsfsrence mis sn oeuvre sur un schan- 
tillon ds sang provenant d'un animal tel qu'un palmipsde, un batracien, un poisson, ou de preference un mam- 
mifsrs autrs qus I'homme. On peut citer par exsmpls is chsval, Is chat, Is chisn, et de manisrs plus gsnsrals 
Iss animaux domsstiquss, ds ferme, ds compagnis ou ds zoos. 

La prssente invention vise toutefois sgalement ia numsration du sang humain. 

35 La prsssnte demande a sgalement pour objet un dispositif de numeration adapts a la miss en oeuvre du 
procsdS ci-dessus dscrit dans Isqusl Ton met en oeuvre I'appareillage conventionnel de numsration dss iignees 
leucocytaire, srythrocytairs, st thrombocytairs caractsriss sn cs qus la partis ds I'apparsillaga concsrnant la 
numsration dss slsmsnts ds la lignee srythrocytairs st thrombocytairs comprend un dispositif d'arrivee dans 
I'echantillon d'un agent de lyse des hematies. 

40 Un type d'appareillage conventionnel est par exemple celui dscrit dans la dsmands ds brevet europeen 
N° 0 335 789. Un tel dispositif de numsration comprend notamment un dispositif ds prelevement st ds distri- 
bution ds sang total st d'un liquids de dilution, un circuit de sang dilue ou ds liquide de dilution, un circuit de 
liquide detergent pour le nettoyage des cuves et des conduits et un circuit de liquide de lyse af in de detruire 
specif iquement les erythrocytes. Ces circuits comportent une cuve de dilution, une cuve de comptage des leu- 

45 oocytes associee & uns cuve de liquide detergent, une cuve de comptags dss hsmaties st dss thrombocytss 
associee a uns cuvs ds liquids dstsrgsnt, uns cuvs ds rincage, una cuvs ds dstsrmination ds I'hsmoglobins 
st uns cuvs ds dechets mise sous depression ou pression par une pompe pneumatique. 
L'enseignement de la demande de brevet europeen precitee est introduit ici par reference. 
Jusqu'& present, un eventuel agent de lyse des hsmatiss etait mis en oeuvre uniquement pour permettre 

so la numsration dss Isucocytes sans intsrfsrsncs possible des hsmatiss. Ds cs fait la partie de I'appareillags 
concernant la numsration des slsmsnts de la lignee srythrocytairs et thrombocytaire ne comprsnait aucun dis- 
positif psrmsttant I'adjonction d'un agsnt ds lyss des hsmaties dans I'schantillon & mssurer. Au contraire on 
considsrait qu'il etait meme dangereux d'amener un agent de lyse des hsmaties dans les canalisations et cuves 
psrmsttant precisement le comptage desdites hsmatiss. 

55 Dans dss conditions prsfsrsntisllss ds rsalisation du dispositif ds numsration ci-dessus dscrit, Is dispositif 
d'arrivss dans I'schantillon d'un agsnt ds lyss dss hematies est situs dans la cuvs ds numsration globals dss 
hsmatiss et des thrombocytes. 

Dans un autre mode de realisation du dispositif ci-dessus decrit, la partie de I'appareillage destinss k la 
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numeration des h6maties comporte successivement deux elements de detection et de comptage, une adjonc- 
tion de produit de lyse 6tant realisee entre les deux Ainsi le premier element effectue une numeration globale 
des hematies et des thrombocytes alors que le second element ne compte que les thrombocytes. 

C'est, pourquoi la presents invention a ainsi pourobjetun dispositif tel que ci-dessus decrit, caracterise 
5 en ce que le dispositif d'arriv6e dans I'echantillon d'un agent de lyse des hematies est situ6 dans la cuve de 
numeration globale des hematies et des thrombocytes. La m&me cuve permet done la mesure des hematies 
et des thrombocytes. 

Dans encore un autre mode de realisation, le dispositif ci-dessus decrit comporte deux circulations dis- 
tinctes pour le cheminement des elements des seules Iign6es 6rythrocytaire et thrombocytaire, Tune seule 
10 d'entre elles comportant un dispositif d'arriv6e dans I'echantillon d'un agent de lyse des hematies. 

C'est pourquoi la presents demande a encore pour objet un dispositif tel que ci-dessus decrit caracterise 
en ce qu'il comporte deux circulations distinctes pour le cheminement des elements des seules Iign6es erythro- 
cytaire et thrombocytaire, I'une seule d'entre elles comportant un dispositif d'arriv6e dans l'6chantillon d'un 
agent de lyse des hematies. 
15 Les exemples de realisation qui suhvent illustrent la presente invention : 

Exemple 1. Numeration realises surun sang de chat sain 

On introduit dans une cuve de dilution environ 20 uJ de sang total d'un chat, effectue une premiere dilution 
20 environ au 1/200 a I'aide d'environ 10 ml d'un diiuant isotonique de composition suivante : 





EDTA 


70 g 




KCI 


64g 


25 


NaCI 


172 g 




Phosphate monopotassique 


60 g 




Phosphate disodique 


60 g 


30 


Bicarbonate de sodium 


18g 




Eau pour preparation injectable qsp 


20 L 



effectue sur cet 6chantillon une seconde dilution environ au 1/200, ettransf6re I'echantillon ainsi obtenu dans 
35 une cuve de comptage du type utilise dans I'appareil MS 8 v6t6rinaire commercialise par la Soci6t6 MELET- 
SCHLOESING. 

On envoie a i'aide d'une pompe I'echantillon dilu6 ci-dessus dans un 6l6ment de detection tel que ceux 
utilises dans I'appareil MS 8 pr6cit6 et obtient une premiere mesure qui est de 490 000 elements par mm 3 . II 
est utile a ce niveau de rappeler que cette mesure est cens6e correspondre a la numeration classique des 
40 thrombocytes, la majeure partie des hematies ayant 6t6 eiectroniquement supprim6e du resultat (voir notam- 
ment I'appareil MS 8 v6t6rinaire pr6cit6) par coupure arbitraire de la detection au dele d'un certain volume des 
elements. 

On rajoute alors dans la mfime cuve de comptage 500 ul d'agent de lyse sterile ( ACTILYSE* ultraf ytr6e ), 
on melange et effectue une seconde mesure comme ci-dessus. On obtient la valeur de 380 000 thrombocytes 
« reels par mm 3 . 

Conclusion 

Une erreur d'environ 30 % est 6vit6e sur une numeration de thrombocytes dans ce cas. 

so 

Exemple 2 : Numeration realisee sur un sang de chat atteint de pyroplasmose . 

On effectue les mesures comme ci-dessus et obtient dans ce cas, pour le premier comptage 1 70 000 elements 
par mm 3 , (assimil6s dans Part anterieur au thrombocytes comme on Pa vu a I'exemple 1 ), et 55 000 thrombo- 
se cytes par mm 3 pour le second comptage. 
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Conclusion 

Dans ce cas, I'objet de la presente demands evite une erreur de 200 % sur le comptage des thrombocytes. 
En effet en cas de pyroplasmose, on trouve tres peu de plaquettes de faible volume ; de ce fait ('interference 
5 est importante entre les grosses plaquettes a mesurer et les plus petites hematies. 

Revendlcatlons 

10 1. Precede de numeration des hematies ou des thrombocytes, caracterise en ce que Ton effectue sur un 
echantillon la numeration globale des thrombocytes et des hematies, ajoute audit echantillon un agent 
lysant les hematies, effectue la numeration des seuls thrombocytes et si desire en deduit par simple dif- 
ference le nombre d'hematies. 

is 2. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que I'agent de lyse est un agent tensio-actif 

3. Precede selon la revendication 2, caracterise en ce que le tensio-actif est une saponine. 
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4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracteris6 en ce que I'echantillon de sang provient d'un 
mammifere autre que I'homme. 

5. Dispositif de numeration pour la mise en oeuvre du procede selon Tune des revendications 1 a 4 dans 
iequel Ton met en oeuvre I'appareillage conventionnel de numeration des lignees leucocytaire, erythro- 
cytaire, et thrombocytaire caracterise en ce que la partie de I'appareillage concernant la numeration des 
elements de la lignee erythrocytaire et thrombocytaire comprend un dispositif d'arrivee dans I'echantillon 
d'un agent de lyse des hematies. 

6. Dispositif de numeration selon la revendication 5, caracterise en ce que le dispositif d'arrivee dans I'echan- 
tillon d'un agent de lyse des hematies est situe dans la cuve de numeration globale des hematies et des 
thrombocytes. 

7. Dispositif de numeration selon la revendication 5, caracterise en ce que le dispositif d'arrivee dans I'echan- 
tillon d'un agent de lyse des hematies est situe en aval du systeme de numeration globale des hematies 
et des thrombocytes. 

35 8. Dispositif de numeration selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il comporte deux circulations dis- 
tinctes pour le cheminement des elements des seules lignees erythrocytaire et thrombocytaire, Tune seule 
d'entre elles comportant un dispositif d'arrivee dans I'echantillon d'un agent de lyse des hematies. 
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